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Opfindelsen omfatter en fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret
enzympreeparat, der omfatter et enzym, som er anvendeligt til organisk
syntese i et hovedsageligt organisk medium fri for frit vand, og en anvendelse
af det immobiliserede enzympraeparat. Det mest almindelige enzym, der er
5 anvendeligt til organisk syntese i et hovedsageligt organisk medium fri for
vand, er lipase. Eksempler pa andre enzymer af denne slags er proteaser,
amidaser, esteraser, oxidoreductaser og nitrilaser. | det felgende beskrives
opfindelsen saedvanllgws med henvisning til lipase som det fremherskende
. eksempel pad et enzym, der er anvendeligt til organisk syntese i et
10 hovedsageligt organisk medium fri for vand. Udtrykket "organisk syntese” skal
forsts som alment accepteret inden for organisk kemi. Typiske eksempler pa
organiske synteser, der er indbefattet inden for opfindelsens omfang, er
séledes folgende: reesterificeringer, transesterificeringer, interesterificeringer,
acyleringer, epoxideringer, aminolyser, ammoniolyser, oxidationer og
15 reduktioner. Udtrykket "hovedsageligt organisk medium fri for frit vand™ skal -
forstas som et medium med én fase, hvor den organiske del heraf belaber sig
til mindst 50 % veegt/veegt.

Immobiliserede lipasepreeparater anvendes som katalysatorer il inter-
20 esterificering og andre fedtrelaterede processer, for eksempel fremstilling af
kakao-smarsubstitut. Nar der er tale om en batchreaktion, skal katalysatoren
separeres fra reaktionsblandingen til genanvendelse, nar reaktionen er
afsluttet. En god katalysatorfiltreringsevne beheves saledes til tilfredsstillende

ydeevne,

25
WO 90/05 778 beskriver en fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret
lipasepreeparat, der for eksempel er anvendeligt til margannefremstllhng Dette
_praeparat omfatter en makroporos silicabaerer.

30 EP 140 542 beskriver et immobiliseret lipasepraeparat til interesterificeringer af

| fedtstoffer. Dette preeparat omfatter en harpiksanionbytterbzerer.

Begge disse immobiliserede lipasepreeparater ifglge kendt teknik har den
ulempe, at de er kostbare. Iszer i forbindelse med fremstilling af margarine, der

35 fremstilles i millioner af tons pr. &r pa global basis, er det wgtlgt at minimere
produktlonsomkostmnger
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Formélet med opfindelsen er séledes tivejebringelse af en fremgangsmade til

fremstilling af et billigt immobiliseret enzympraeparat, der ber udvise tekniske

egenskaber, der er lig med eller nzesten lig med immoblliserede

enzympreeparater ifelge kendt teknik, szerdigt med hensyn til fitreringsevne -
efter en afsluttet batchvis margarineproduktion og med hensyn til lavt tryktab i

sejler til kontinuerlig ydeevne, | det tifzslde enzymet er en lipase, og en

anvendelse af et sadant immobiliseret enzympreeparat.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen til fremstilling af et immobiliseret
enzympraeparat, der omfatter et eniym. som er anvendeligt til organiske
syntese i et hovedsageligt organisk medium fri for frit vand, er kendetegnet ved
den kendsgefnin'g. at en vaeskeformig enzymsammenszetning og en
partikefformet  silicabserer med en partikelstorrelse under ca. 100 ym
anvendes som materialer, der skal introduceres i en granulator eller ekstfuder,
hvorefter der udferes en granulation eller ekstrudering. Den vaeskeformige
enzymsammenszetning kan vaere ikke-vandig, for eksempel pa alkoholbasis,
eller vandig. Den partikelformede silicabaerer kan udvise en bred
partikelstemelsesfordeling, for eksempel mellem ca. 5 og 100 um. | denne
patentbeskrivelse skal paberabt "silica” forsts som enten silica eller et silicat,
for eksempel magnésiumsilicat. Det er klart, at opfindelsen bade omfatter den
situation, hvor en partikelformet immobiliseret lipasesammensaetning med en
partikeisterrelses-fordeling svarende til den partikelformede silicabserers

Ppartikelsterrelsesfordeling forst fremstilles, hvorefter granulationen eller
-ekstruderingen udferes (se eksempleme 6 og 7), og den situation, hvor

fremstillingen kun udfores i €t trn (se eksempleme fra 1 til 5). Det er ogsa
Klart, at enzymet kan virke som et bindemiddel under granulationen eller
ekstruderingen, og/eller at et specifikt bindemidde! kan tilszettes, for eksempel
gelatine eller polyvinylpymolidon. Under fremgangsmaden ifalge opfindelsen
skal der fortrinsvis udferes en forstevning, seedvanligvis en forstavning af den
veeskeformige enzym-sammenszetning og/eller en forstevning af bindemidlet i
veeskeform. Det er ogsid Klart, at det apparatur, der anvendes i
fremgangsmaden ifelge opfindelsen, ingen szerig vigtighed har for opfindelsen |
s& meget som at en hvilken som helst granulator, for eksempel en fluid bed

spraygranulator eller en hvilken som helst extruder, kan }anvendes.

Et pulverformigt immobiliseret lipasepreeparat pa silicabasis er for eksempel
beskrevet i WO 88/02 775, side 11, linierne 21-24. Delte immobiliserede
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lipasepraeparat er fuldstendigt uegnet til bade. batchvise og kontinuerlige
fedtrelaterede processer pa grund af ringe filtreringsevne efter en batchproces
~ og dannelse af hejt tryktab under en kontinuerlig proces med sgjle.
Immobiliserede lipasepreeparater er beskrevet i EP 579928 og i Appl.
5 Microbiol. Biotechnol. (1988) 28: 527-530, men ingen af disse
lipasepraeparater ifelge kendt teknik omfatter en silicabaerer.

I Chem: Abstract bind 118 (1993): 55 085v er der beskrevet et immobiliseret
lipasepreeparat pa en silicabzerer. Fremgangsmaden ifelge opfindelsen, der

10 omfatter baererens partikelstonrelse og granulation eller ekstrudering, er
imidlertid ikke beskrevet.

Det er overraskende blevet konstateret, at det immobiliserede enzympraeparat,

der fremstilles i overensstemmelse med fremgangsméaden folge opfindelsen,
15 for det farste er dramatisk billigere end de sammenlignelige immobiliserede

enzympreeparater ifolge kendt teknik, og for det andet, at det udviser tekniske

egenskaber, der er lig med eller nasten lig med de immobiliserede

enzympreeparater ifplge kendt teknik, for eksempel med hensyn fil

fitreringsevne efter en batchvis fedtrelateret proces og generering af et lavt
20 tryktab under en kontinuerig fedtrelateret proces, hvis enzymet er lipase.

En foretrukken udfarelsesform af fremgangsmaden ifelge opfindelse er
kendetegnet ved den kendsgemning, at enzymet er en lipase.

25 | En foretrukken udferelsesform af fremgangsmaden ifelge opfindelse er

kendetegnet ved den kendsgeming, at lipasen i den veeskeformige lipase-
sammensatning er en termostabil lipase. '

En foretrukken udferelsesform af fremgangsmaden ifelge opfindelse er
30 kendetegnet ved den kendsgeming, at lipasen i den vaeskeformige lipase-
- sammensztning fremstiles ved dyrkning af en -mikroorganisme, der
indeholder et gen, der indkoder for og udtrykker en lipase afledt ud fra en

stamme af Humicola-arter, Candida antarctica efler Rhizomucor miehei.

35 En foretrukken udferelsesform af fremgangsmaden ifelge opfindelse er
kendetegnet ved den kendsgeming, at forholdet mellem mzengden af den
veeskeformige lipasesammensaetning og veegten af partikelformet silicabeerer
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er mindst 100 000 LU/g beerer (ter vaegt). LU er lipaseaktivitetenheden
defineret i AF 95.1/2-GB, der efter anmodning Kan opnas fra Novo Nordisk

A/S. LU-assayet anvender tributyrin som substrat til bestemmelse af

lipaseaktiviteten.

En foretrukken udferelsesform af fremgangsmaden ifelge opfindelse er
kendstegnet ved den kendsgemning, at silicaet har en renhed pa mindst 50 %,
fortrinsvis mindst 75 %. :

En foretrukken udferelsesform af fremgangsméden ifglge opfindelse er
kendetegnet ved den kendsgeming, at der anvendes en granulator, fortrinsvis

et hejhastighedsblandeapparat eller en blandegranulator.

En foretrukken udferelsesform af fremgangsmaden ifelge opfindelse er

* kendetegnet ved den kendsgeming, at en vaeskeformig sammensaetnmg af et

bindemiddel, fortrinsvis gelatine eller polyvinylpyrrolidon, introduceres ved

forstzvmng i granulatoren eller ekstruderen urider granulationen eller
ekstrudenngen

En foretrukken udferelsesform af fremgangsméden ifelge opfindelse er

kendetegnet ved den kendégeming. at granulationen eller ekstruderingen

udfores ved fremstilling af det immobiliserede lipasepreeparat med en
partikelsterrelsesfordeling, der svarer til en maengde pa mindst 90 % mellem
50 og 2000 um.

Ar_nvendelsen af det immobiliserede enzympreeparat, der fremstilles ved hjeelp
af fremgangsmaden ifelge opfindelse, er til den proces, der katalyseres af

enzymet.

Anvendelsen af det immobiliserede lipasepreeparat, der fremstilles ved hjelp

af fremgangsmaden ifelge opfindelsen, er til fedtrelaterede processer. Det er

Klart, at s&danne fedtrelaterede processer kan udferes batchvis eller
kontinuerligt. Nar de udferes batchvis, er det blevet konstateret, at det
immobiliserede lipasepraeparat, der fremstilles ved hjeelp af fremgangsmaden
ifelge opfindelse, udviser en tilfredsstillende filtreringevne, nar den
enzymatiske proces er blevet tilendebragt, og nar de udferes kontinuerigt, er
det blevet konstateret, at det immobiliserede lipasepraeparat, der fremstilles

~
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ved hjeelp af fremgangsmaden ifeige opfindelse, udviser en god fysisk styrke,
der resulterer i en tilfredsstillende sejleydeevne.

En foretrukken udferelsesform af anvendelsen ifeige opfindelse er til
interesterificering af fedtstoffer og er kendetegnet ved den kendsgeming, at
vaeskeformige fedtstoffer eller fedtblandinger, der indbefatter frie fedtsyrer eller
fedt-syreestere, bringes i kontakt med det immobiliserede lipaseprasparat.

En foretrukken udferelsesform af anvendelsen ifelge opfindelsen er il syntese

af glycerider eller fedtsyreestere og er kendetegnet ved den kendsgeming, at
en blanding af glycerol eller substituerede glyceroler eller andre typer af
alkoholer og frie- fedtsyrer ‘bn‘ngés i kontakt med det immobiliserede
lipasepreeparat.

En foretrukken udferelsesform af anvendelsen ifeige opfindelsen er til syntese
af glycolipider. Syntesen af glycolipider med immobiliserede lipasepraeparater i
almindelighed er beskrevet i Bjorkling, F. et al (1989), J. Chem. Soc., Chem.
Commun., side 934-935,

Opfindelsen illustreres med de efterfolgende eksempler.

Alle fremstillingseksempleme (1 — 8) illustrerer den batchvise udferelsesform
af fremgangsméden ifelge opfindelsen. Til produktion i industriel malestok
foretraekkes szedvanligvis den kontinuerlige udferelsesform. Eksempel 9 er et
anvendelses-eksempel. '

Anvendelsen ifelge opfindelsen illustreres indirekte i eksempleme 1 -8
betragtning af den kendsgeming, at hver BAUN-bestemmelse illustrerer
anvendelsen (interesterificeringen) ifelge opfindelsen. Anvendelsen ifalge
opfindelsen illustreres direkte i eksempel 9. '

Fig. 1, der er direkte relateret til eksempel 9, viser omdannelsen i relation til en

estersyntese udfart som en operation med en kontinuerlig sejle som funktion
af tiden.
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EKSEMPLER

EKSEMPEL 1

65 g af et pulver af syntetisk magnesiumsilicat, Celkate T-21 (Manville), blev
introduceret i et hojhastighedsblandeapparat med et vingehjul, der kan drives
med en hastighed pd 900 omdr. pr. min. 759 vaeskeformigt Humicola
lanuginosa lipase-koncentrat (fremstillet ifelge dansk patent nr. 157 560 med .

- Humicola lanuginosa DSM 3819, terstofindhold 30 %, med en aktivitet pa

700 000 LU/mi) blev kontinuerigt forstovet pad silicapuiveret i lgbet af et
tidsrum pa ca. fem minutter med lobende vingehjul. Det dannede granulat blev
teret natten over ved stuétemperatur og sigtet (300 - 700 pm).

~ Fugtighedsindholdet blev indstillet pd 10 %, og preven blev analyseret til

2,6 BAUN/g. Lipaseaktivitetsprovningen udtrykt i BAUN (Batch Acidolysis Units
Novo) maler starthastigheden af inkorporering af decansyre i solsikkeolie med
hojt oleatindhold (10 % vand, 70 °C). En detaljeret beskrivelse af metoden
(MP 9410704 er tilgeengelig' fra Novo Nordisk A/S efter anmodning.

_ Pravningen blev udfert uden magnetisk omraring, men ved omrystning i

vandbad.

EKSEMPEL 2

65g Celkate T21 blev introduceret .i et hejhastighedsblandeapparat som

angivet i eksempel 1. 25g vaeskeformigt Humicola [anuginosa
lipasekoncentrat som anfert i eksempel 1 blev kontinuerligt forstevet pa
pulveret med isbende vingehjul. Herefter blev 50 g af Humicola lanuginosa
lipasekoncentratet med 3 % Kollidon K25 polyvinylpyrrolidon (BASF) forstevet
p& puiveret. Det dannede granulat blev temet natten over ved stuetemperatur‘
og sigtet (300 - 700 um). Fugtindholdet blev indstillet pa 10 %, og preven blev

. analyseret til 0,5 BAUN/g.

EKSEMPEL 3

40 g af et pulver af et udgledet diatoméjord, Clarcel CBL 3 (Ceca S.A.), blev
introduceret i et hejhastighedsblandeapparat som angivet i eksempel 1. 11 g
vaeskeformigt Humicola lanuginosa lipasekoncentrat som anfert i eksempel 1°
blev kontinuerigt forstevet pa pulveret med lsbende vingehjul. Herefter blev

DK/EP 0746608 T3
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47 g af Humicola lanuginosa lipasen med 3 % (veegt/vaegt) Kollidon K25
forstevet pa puiveret under Isbende vingehjul. Det dannede granulat blev
teret natten over ved stuetemperatur og sigtet (300 - 700 um). Fugtindholdet
blev indstillet pa 10 %, og preven blev analyseret til 2,4 BAUN/g.

EKSEMPEL 4

50 g Clarcel CBL 3 blev introduceret i et hojhastighedsblandeapparat som
angivet i eksempel 1. 72g¢g ‘veeskeformigt Humicola lanuginosa
lipasekoncentrat som anfert i eksempel 1 med 5 % (veegtivaegt) gelatine (ASF
gelatin, Sanofi Bio-Industries) blev kontinuerligt forstavet pa det veeskeformige
pulverkoncentrat som angivet i eksempel 1. Det dannede granulat blev terret
natten over ved stuetemperatur og sigtet (300 - 700 um). Fugtindholdet blev
indstillet pa 10 %, og preven blev analyseret til 5,1 BAUN/g.

EKSEMPEL 5

30 g‘ Clarcel CBL 3 og 20 g talkumpulver blev introduceret i et hejhastigheds-
blandeapparat som angivet i eksempel 1. 20 g veaeskeformigt Humicola
lanuginosa lipasekoncentrat som anfert i eksempel 1 blev kontinuertigt
forstevet pa det vaeskeformige pulverkoncentrat som angivet i eksempel 1.
Herefter blev 28 g af Humicola fanuginosa lipasekoncentratet med 2 %
(veegtiveegt) Methocel A-15 methyiceliulose (Dow) forstevet pa pulveret under
febende vingehjul. Det dannede granulat blev terret natten over ved
stuetemperatur og sigtet (300 - 700 um). Fugtindholdet blev indstillet pé 10 %,
og praven blev analyseret til 7,7 BAUN/g. |

EKSEMPEL 6

25 g Celkate T-21 blev vasket med 3 voluminer 0,1 M acetatpuffer, pH 4,5, i
30 min efterfulgt af vakuumfiltrering. Humicola lanuginosa lipasekoncentrat
som anfert i eksempel 1 i en maengde, der svarede til 500 000 LU/g Celkate T-
21, blev tilsat sammen med 3 voluminer 0,1 M acetatpuffer, pH 4,5, og omrert i
to timer ved stuetemperatur. Efter vakuumfiltrering blev. den immobiliserede
lipase terret i 24 h ved stuetemperatur, fugtindholdet blev indstillet pa 10 % og
analyseret til 14,3 BAUN/g. Filtratet indeholdt 27 565 kLU, hvilket svarede til en
adsorption pa 78 % (eller 390 kLU/g).
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65 g af den saledes terede immobiliserede lipase p& Celkate T-21 pulver blev _
introduceret | et hejhastighedsblandeapparat som anfort i eksempel 1. 55 g af
en 5% (vegtveegt) gelatineoplesning blev forstovet pa pulveret under
lsbende vingehjul. Herefter blev 0,1g Aerosil 200 siliciumdioxid (Degussa)
tilsat. Det dannede granulat blev terret ved stuetemperatur og sigtet (300 -
700 um). Fugtindholdet blev indstillet pa 10 % og analyseret til 5,9 BAUN/g.

EKSEMPEL 7

200 g Clarcel CBL 3 blev vasket med 3 voluminer 0,1 M acetatpuffer, pH4,5,i
30 min efterfulgt af vakuumfiltrering. Humicola lanuginosa lipasekoncentrat
som anfart i eksempel 1 i en masngde, der svarede til 500 000 LUfg Clarcel
CBL 3, blev tilsat sammen med 3 voluminer 0,1 M acetatpuffer, ‘PH 4,5, og
omrert | to timer ved stuetemperatur. Efter vakuumfiltrering blev den
immobiliserede lipase vasket to gange med 2 — 3 voluminer 0,1 M acetatpufer,
pH 4,5, og to gange med deioniseret vand. Filtraterne indeholdt 82 761 kLU i

-alt, hvilket svarede til en adsomtion pad 17 % (eller 86 kLU/g). Den

immobiliserede lipase blev tarret i 24 h ved stuetemperatur og analyseret til
13,4 BAUN/g.

55 g af den saledes vaskede immobiliserede lipase pa Clarce! CBL 3 pulver
blev introduceret i et hgjhastighedsblandeapparat som anfert i eksempel 1.
61g af en oplesning, der indeholdt 2 % (vaegtiveegt) gelatine og 1% .
(veegtiveegt) Methocel A-15 methyicellulose (Dow), blev kontinuerligt forstevet

pa pulveret under igbende vingehjul. Herefter blev 0,1 g Aerosil 200
siliciumdioxid (Degussa) tilsat. Det dannede granulat blev temet ved

. stuetemperatur og sigtet (300 - 700 um). Fugtmdholdet blev indstillet pa 10 %

og analyseret til 8,4 BAUN/g.

En anden portion, dvs. 59 g af den saledes vaskede immobiliserede lipase pa
Clarcel CBL 3 pulver, blev introduceret i et hejhastighedsblandeapparat som
anfort i eksempel 1. 69g af en 5% (vaegtiveegt) gelatineoplgsning blev
kontinuerligt forstavet p& pulveret under lebende vingehjul.- Herefter blev 0,1 g
Aerosil 200 siliciumdioxid (Degussa) tilsat. Det dannede granulat blev tomet
ved stuetemperatur og sigtet (300 - 700 um). Fugtindholdet blev indstillet pa
10 % og analyseret til 10,1 BAUN/g.
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EKSEMPEL 8

Dette er et fremstillingseksempel som eksemplerne 1 — 7, men med en anden
lipaseproducerende mikroorganisme.

Fremstiling af preve 1; 12,9 g fryseterret Candida antarctica B lipasepulver
med en aktivitet pa 250 000 LU/g og 1,4 g Kollidon K25 blev oplest i 51 ml
deioniseret vand. 50g Celkate T-21  blev introduceret i et
hejiryksblandeapparat som anfert i eksempel 1, og den ovenfor anfarte
oplesning af Candida antarctica B lipase blev kontinuerigt forstevet pa
pulveret under Iabende vingehjul. Det dannede granuiat blev tarret natten over
ved stuetemperatur og sigtet (300 - 1000 um).

Fremstilling af preve 2; 12,9 g Candida antarctica B lipase og 0,86 g Methocel
A-15 blev oplest i 51 i deioniseret vand. 50 g Celkate T-21 blev introduceret i
et hojiryksblandeapparat, og den ovennzevnte oplesning blev kontinuerdigt
forstavet pa pulveret under igbende vingéhjul. Det dannede granulat blev
tarret natten over ved stuetemperatur og sigtet (300 - 1000 pm).

Eremstilling af preve 3: 12,8 g Candida antarctica B lipase og 0,81 g Kollidon
K25 blev oplest i 48 ml deioniseret vand. 50 g Celkate T-21 blev introduceret i
et hejtryksblandeapparat, og den ovennzevnte oplesning blev kontinuerligt
forstevet p& pulveret urider labende vingehjul. Det dannede granulat blev
torret natten over ved stuetemperatur og sigtet (300 - 1000 um).

EKSEMPEL 9

Dette er et anvendelseseksempel med fremstiling ifelge eksempel 8

~ associeret med fig. 1.

De tre prever beskrevet i eksempel 8 blev evalueret i sejler ved kontinuerlig

syntese af ethylglucosidestere (EGE) ved omsaetmng af ethylglucosid (EG)
med decansyre.
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Reaktionsbetingelser:

Sojledimensioner: diameter = 1,5 cm; leengde = 20 cm

Provestarelse: 509 '

Substrat: Ethylglucosid*) 498 kg

: Decansyre . 4,92kg

_ " Tertizer butanol 25 % 3,30 kg

Temperatur: ~ 60°C .
Flow: 30gh

Tid: 162 h

*) Syntetiseret ved omsétning af ethanol og D-glucose i nzerveer af en
kationbytter '

Der blev udtaget praver efter 18, 44, 90 og 162 h, og indholdet af EGE og EG
blev malt pa HPLC og % omdannelse beregnet. Resuitateme er vist i fig. 1.
Det blev derudover bemaerket, at pravemes fysiske stabilitet var god.
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Patentkrav

1. Fremgangsmade til fremstlllmg af et immobiliseret lipasepraeparat, der
omfat!er

a) introduktion af en vaeskeformig lipasesammensaetning og en partikelformet
silica- eller silicatbaerer, der har en pamkelstzrrelse under 100 um, i en
granulator eller ekstruder og

b) udferelse af en granulation eller ekstrudering tii dannelse af det
immobiliserede lipasepraeparat.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvor a) og b) udferes i et enkelt trin.
3. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvor a) og b) udferes successivt.

4. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 1-3, hvor lipasen er
afledt ud fra en stamme af Humicola, Candida antarctica eller Rhizomucor
miehei. : ‘

5. Fremgangsmaéde ifolge et hvilket som helst af kravene 1-4, hvor silicaet eller
silicatet har en renhed pa mindst 50 %.

6. Fremgangsmade ifeige et hvilket som helst af kravene 1-5, hvor silicatet er
magnesiumsilicat.

7. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 1-6, hvor granu-
latoren er en fluid bed spraygranulator, et hejhastighedsblandeapparat eller en
blandegranulator.

8. Fremgarigsméde ifelge et hviket som helst af kravene 1-7, hvor et
bindemiddel tilseettes til granulatoren eller ekstruderen under granulationen
eller ekstruderingen.

8. Fremgangsmade ifelge krav 8, hvor en vaeskeformig sammenseetning af

bindemidlet introduceres ved forstavning i granulatoren eller ekstruderen
under granulationen eller ekstruderingen.
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10. Fremgangsmade ifelge krav 8 eller 9, hvor bindemidlet er gelatine eller
- polyvinylpyrrolidon. . ' : '

11. Fremgangsmade ifeige et hvilket som helst af kravene 1-10, hvor den
vaeskeformige lipasesammensaetning introduceres ved forstevning i
granulatoren eller ekstruderen under granulationen eller ekstruderingen.

o ——— oy o rea
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